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ABSTRACT

La viroterapia oncolitica è un’emergente modalità di trattamento contro i tumori 
che porta alla citolisi di cellule tumorali sfruttando la replicazione condizionale 
all’interno di queste di specifici virus. Le cellule staminali mesenchimali (MSC), 
grazie al loro tropismo tumorale, costituiscono degli ottimi carrier per i virus 
oncolitici, i quali a seguito di somministrazione sistemica sono ostacolati da molti 
fattori nel loro raggiungimento al target.
Nell’articolo analizzato in questo elaborato, le MSC sono state innanzitutto attivate 
in condizioni di ipossia con tricostatina A (TSA), la quale ha up-regolato 
l’espressione di CXCR4, aumentando il tropismo al tumore, e CAR, aumentando la 
suscettibilità all’infezione adenovirale. Le MSC sono state poi caricate con 
l’adenovirus CRAdNTR, il quale possiede una proliferazione limitata in cellule con 
un pathway per p53 funzionante, e che codifica per l’enzima E.coli nitroreduttasi 
(NTR). Così facendo, CRAdNTR è protetto dalla neutralizzazione indotta da 
anticorpi anti-adenovirus e riesce a bersagliare specificatamente tumori al colon-
retto con deficienze nel pathway di p53. Combinando il trasporto di CRAdNTR su 
MSC con il profarmaco CB1954 si è inoltre dimostrato come si generassero dei 
metaboliti citotossici che inducono oncolisi e inibizione della crescita del tumore 
senza essere tossici per gli altri organi vitali.
I risultati provano quindi come la combinazione di virus oncolitici veicolati tramite 
MSC con l’attivazione di profarmaci fornisca un possibile nuovo approccio e 
strategia di trattamento contro i tumori.
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1. STATO DELL’ARTE: Introduzione al problema biologico

1.1 Il cancro colorettale
Il colon-retto è un lungo tubo che costituisce la parte terminale dell’apparato 
digerente e forma l’intestino crasso. La sua funzione principale è l’assorbimento 
dell’acqua e dei nutrienti contenuti nel cibo che ingeriamo; inoltre è il luogo in cui 
avviene la formazione delle feci. Il tumore in questa regione insorge a partire da 
polipi intestinali pre-esistenti e si forma come conseguenza della crescita 
incontrollata di cellule epiteliali della mucosa che rivestono internamente 
l’intestino, dando origine a polipi benigni, i quali possono mutare in formazioni 
maligne. Il tumore al colon-retto è il quarto cancro più diffuso in entrambi i sessi 
nel mondo, costituendo il 10% di tutti i tumori diagnosticati, con un tasso di 
mortalità del 50% per chi lo contrae [1]. Si manifesta con modalità diverse sia a 
livello clinico sia molecolare. Questo condiziona il tipo di trattamento locale 
(chirurgia e/o radioterapia) e sistemico (chemioterapia, terapie biologiche e 
molecolari, immunoterapia), oltre alla sequenza in cui questi tipi diversi di cure 
vengono offerte al paziente. Se il cancro è diagnosticato durante i primi stadi, è 
curabile, ma quando è disseminato (IV stadio o Dukes’D) non lo è nella maggior 
parte dei pazienti. Infatti, l’unica possibilità di cura in questo caso è la resezione 
chirurgica [2]. 
Gli odierni trattamenti spesso uccidono anche cellule sane, per cui sono pericolosi 
e tossici per il paziente. È necessario per questo lo sviluppo di nuovi approcci che 
eliminino solamente le cellule cancerogene.

1.2 Terapia oncolitica
Un’emergente e potenziale modalità di trattamento contro i tumori è la viroterapia 
oncolitica, la quale sfrutta la naturale, o geneticamente indotta, proprietà di alcuni 
virus, detti virus oncolitici (OV), di indurre la citolisi di cellule tumorali sensibili e 
permissive alla loro replicazione selettiva, e la capacità nel contempo di stimolare 
una risposta immunitaria anti-tumorale.

Grazie alla presenza di recettori espressi specificatamente nelle cellule tumorali, 
determinati virus, tra cui i più utilizzati sono l’adenovirus, il reovirus, il virus del 

Figura 1: Rappresentazione schematica dei meccanismi di azione dei virus oncolitici.
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morbillo, herpes simplex virus type 1 (HSV-1), ma anche virus animali come il 
virus della malattia di Newcastle o il vesicular stomatisis virus [3], riescono a 
legarsi alla loro superficie, rilasciare il proprio genoma e replicarsi. A questo segue 
poi il normale ciclo litico di un virus, che porta alla liberazione della progenie, 
causando la lisi della cellula tumorale da cui proviene. Il nuovo pool di virus 
rilasciato, nonostante si trovi poi in circolo, sarà esclusivamente specifico per le 
cellule tumorali, rimanendo inefficiente e innocuo nei confronti delle cellule 
tissutali sane adiacenti [4].  È nella lisi, e quindi distruzione, delle cellule tumorali 
che appunto risiede la possibile efficacia terapeutica degli OV.
Gli adenovirus, come quello umano di sierotipo 5 (Ad5), sono stati esplorati inten
sivamente, sia in studi preclinici che trial clinici, in quanto per infettare una cellula 
si legano ai recettori CAR per coxsackie virus ed adenovirus, i quali possiedono 
una complicata funzione nell’invasione al tumore [5]. In particolare gli adenovirus 
a replicazione condizionale (CRAd) stanno venendo utilizzati ultimamente per 
trattare un ampio spettro di tumori e la loro sicurezza è stata verificata nelle prime 
fasi di trial clinico [6].
ONYX-015 ad esempio è uno dei primi e più avanzati adenovirus mutati a 
replicazione condizionale competenti per la terapia contro il cancro [7]. Presenta un 
codone di stop prematuro nel gene per E1B55k, che, se normalmente funzionante, 
trascrive l’omonima proteina, la quale si lega alla proteina p53 presente in tutte le 
cellule. Quest’ultima è definita “soppressore tumorale” perché interviene in molti 
meccanismi come il blocco del ciclo cellulare o l’induzione in apoptosi delle cellule 
a seguito di segnali tumorali di danno al DNA, ma non solo, perché quando un virus 
si lega a p53 tramite E1B-55k, esso cercherà di inattivare il pathway di p53 per 
permettere la sua replicazione all’interno della cellula, ma questa cercherà di evitare 
che ciò avvenga inducendo anche in questo caso l’apoptosi cellulare. Il gene per 
p53 (TP53) risulta danneggiato nelle cellule di alcune tipologie di tumori, come 
quello al colon-retto, in quanto queste a proprio vantaggio tendono proprio ad 
inibirne la funzione. Sfruttando quindi la presenza sì della p53, ma il suo pathway 
non funzionante, ONYX-015 sarà in grado di replicarsi prevalentemente all’interno 
delle cellule tumorali, perché la sua delezione in E1B-55k impedirà di inattivare il 
pathway anti-replicazione-virale di p53 normalmente presente nelle cellule sane, 
rendendo minima la replicazione in queste [7].
Attualmente i OV vengono infusi localmente nel tumore in quanto, nonostante siano 
efficacemente in grado di attaccare le cellule tumorali, se infusi per via sistemica, 
gli anticorpi e cellule immunitarie circolanti del paziente vanno a neutralizzarli, 
rendendo vano il loro impiego. È scopo di numerose ricerche infatti trovare dei 
carrier funzionali per permettere l’utilizzo di OV anche contro le metastasi [3].

1.3 Cellule staminali mesenchimali
Le cellule staminali mesenchimali (MSC) - cellule multipotenti non emopoietiche 
che provengono, e sono facili da ottenere, da un ampio spettro di tessuti come il 
midollo osseo, il tessuto adiposo, la polpa dentale, la placenta, le membrane 
amniotiche e il cordone ombelicale, la cui funzione principale è quella di produrre 
e riparare tessuti scheletrici come ad esempio la cartilagine - possiedono delle 
caratteristiche interessanti che hanno permesso loro di poter essere considerate, 



7

grazie a risultati di numerosi studi, degli ottimi carrier per i virus oncolitici, 
trovando così una soluzione al problema esposto al paragrafo precedente. 
Innanzitutto sono delle cellule sensibili all’ingresso del OV ma non permissive, 
questo vuol dire che se infuse per via sistemica, il virus non potrà replicarsi al loro 
interno, rimanendo in uno stato che possiamo definire di “quiescenza”. Ciò è di 
fondamentale importanza perché previene la neutralizzazione dei OV da parte delle 
cellule immunitarie del paziente prima che questi riescano a raggiungere la sede di 
danno tumorale dove svolgeranno la loro funzione. Ma non solo, perché le stesse 
MSC, anche se infuse in recipienti con HLA non identici al donatore, non attivano 
il rigetto immunologico delle stesse [8].
Altra caratteristica importante è l’ampio tropismo verso il microambiente tumorale 
che assicura il raggiungimento del OV, internalizzato nelle MSC, al sito target del 
tumore [3].  Alcune delle molecole coinvolte in questo orientamento specifico sono 
gli stessi mediatori infiammatori prodotti dai tessuti lesionati dal tumore come 
chemochine, citochine e fattori di crescita [8]. Vien da sé che le MSC possiedano 
degli specifici recettori per queste, e anche che molti studi siano improntati al loro 
aumento di espressione. Si è ad esempio dimostrato come la crescita in condizioni 
di ipossia e l’attivazione indotta da TSA delle MSC induca l’up-regolazione dei 
recettori per le chemochine CXCR4 e CX3CR1, i quali interagiscono con un fattore 
secreto da cellule tumorali (lo stromal cell-delivered factor-1 (SDF-1)), 
permettendo così di aumentare la capacità migratoria verso il tumore. Ma non solo, 
in quanto permette di aumentare ad una settimana il tempo di trasporto di CRAd da 
parte delle MSC verso cellule di cancro colorettale, senza che venga indotta 
l’apoptosi di quest’ultime e che vengano attaccate da cellule immunitarie [6] (fig. 
2).

1.4 Profarmaci
Il trattamento di tumori con comuni farmaci utilizzati generalmente ha 
un’insufficiente differenziazione tra le cellule sane e quelle tumorali, portando a 
numerosi e gravi effetti collaterali. 
I profarmaci, molecole biologicamente inattive che quando legano ad un particolare 
substrato si attivano, a tal proposito, possono essere considerati un potente mezzo 
perché, sfruttando questa loro caratteristica, si stanno sviluppando delle tecniche 

Figura 2: Funzione delle MSC come carrier dei virus oncolitici verso il tumore.
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finalizzate alla loro attivazione in siti specifici, come ad esempio, e di interesse in 
questo caso, quelli tumorali. Essendo inattivi, possono essere infusi inoltre per via 
endovenosa, distribuendosi poi così a livello sistemico, ma potranno esplicare la 
loro funzione soltanto nel sito target, evitando così che la tossicità di questi farmaci 
possa incidere sulle cellule sane [9]. Le tecniche che si distinguono sono ADEPT 
(Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy) e GDEPT (Gene-Directed Enzyme 
Prodrug Therapy).

• ADEPT: Il principio di questa tecnica è quello di usare un anticorpo 
specifico per un antigene associato al tumore come vettore per un enzima 
attivante il profarmaco. Quindi in primo luogo si bersaglia il tumore con 
l’enzima ancorato all’anticorpo, e solo in un secondo momento si inietta il 
profarmaco attivabile da quell’enzima.

• GDEPT: Essa utilizza transgeni che 
codificano per enzimi in grado di 
attivare i profarmaci. Questi geni, 
con o senza carrier, sono spesso 
precisamente modificati in modo che 
la loro trascrizione in mRNA sia 
controllata da specifici promotori 
presenti nelle cellule tumorali, così 
da ridurre al minimo la possibilità di 
traduzione dell’enzima attivante 
nelle poche cellule sane che hanno 
internalizzato questo gene [9]. Un 
sistema-esempio gene-profarmaco è quello NITROREDUTTASI-CB1945. 
La nitroreduttasi (NTR) è un enzima è prodotto dal batterio E.coli e reagisce 
con il substrato del profarmaco 5-(azaridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzammide 
(CB1954) per attivarlo. Una volta attivato produrrà dei potenti intermedi di 
cross-linking del DNA che possono indurre in apoptosi sia cellule in 
divisione che non [9]. Il carrier utilizzato nella tecnica GDEPT può essere 
anche un OV geneticamente modificato [9], ad esempio CRAd, 
precedentemente citato, ingegnerizzato in modo che codifichi per la NTR 
(CRAdNTR). 

1.5 La combinazione per l’aumento di efficacia e sicurezza
Grazie a tutti questi dati alla mano, è stato possibile dimostrare sperimentalmente 
come la combinazione di OV geneticamente modificati in modo che si replichino 
solamente in cellule con pathway per p53 non funzionante (cellule di cancro 
colorettale), codifichino per la NTR, e vengano trasportati da MSC attivate da TSA, 
con il profarmaco CB1945, aumenti l’efficacia e la sicurezza della terapia 
oncovirale contro il tumore al colon-retto, fornendo un nuovo approccio di studio 
per possibili terapie anche contro numerosi altri tumori.

Figura 3: Meccanismo di GDEPT. Immagine 
presa da [9].
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2. APPROCCIO SPERIMENTALE: Descrizione delle metodologie

2.1 Cellule primarie e colture cellulari
Il materiale biologico di partenza è stato coltivato in Dulbecco’s modified eagle 
medium (DMEM) e comprende cellule staminali mesenchimali umane provenienti 
dal midollo osseo e tre diverse linee cellulari di cancro colorettale umano mutate 
per p53 non funzionante. 
Per quanto riguarda le MSC, alcune sono state coltivate in condizioni di ipossia 
(94% N2, 5% CO2, 1% O2) grazie all’utilizzo di incubatori a due sensori d’aria, uno 
per l’O2 (l’eccesso viene bilanciato tramite un rilascio di N2) e l’altro per CO2, ma 
comunque tutte attivate da TSA chiamandosi da questo punto “primed MSCs”. Le 
primed MSC sono state poi indotte a differenziare in diversi tipi cellulari 
(osteogenici, adipogenico e condrogenici) grazie a specifici supplementi aggiunti 
nel DMEM per 14/21 giorni. Le sezioni differenziate sono state individuate tramite 
specifiche colorazioni: 

- Alizarin red S: colorante impiegato per visualizzare e quantificare i 
depositi di calcio nei campioni biologici, utilizzato infatti per tessuti ossei e 
mineralizzati, come in questo caso la differenziazione in tessuto 
osteogenico.
- Oil red O: colorante utilizzato per individuare i lipidi e in questo caso 
valutare la differenziazione degli adipociti.
- Alcian blue/nuclear fast red: questa combinazione di coloranti è utile per 
studiare tessuti ricchi in glicosamminoglicani, in particolare i 
mucopolisaccaridi, presenti in quantità consistenti nel tessuto connettivo o 
cartilagineo. Nell’esperimento usati infatti per individuare le MSC 
differenziate nel tipo cellulare condrogenico.

Le cellule tumorali, invece, come detto precedentemente, provengono da tre diverse 
linee cellulari: HT29, SW480 e SW620.

- HT29: linea di cellule isolate da una donna caucasica di 44 anni con 
adenocarcinoma al colon. Esprime caratteristiche di cellule intestinali 
mature come ad esempio enterociti o cellule secernenti muco, e sono state 
utilizzate oltre che per valutare la citotossicità di MSCCRAdNTR, per tutti gli 
esperimenti svolti nell’articolo in esame
-SW480 e SW620: derivano da cellule tumorali dello stesso paziente ma 
rappresentano differenti stadi dello stesso. Le prime derivano da cellule di 
tumore al colon e sono utilizzate per studiare gli stadi iniziali dello sviluppo 
tumorale, mentre le seconde derivano da una metastasi al linfonodo (sempre 
dello stesso paziente da cui sono state isolate SW480), e grazie al loro alto 
potenziale metastatico, sono utilizzate per studiare questo fenomeno. 
Utilizzate nel saggio di citotossicità combinato.
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2.2 Citometria a flusso
La citometria a flusso è una tecnica sia qualitativa che quantitativa che fornisce 
un’analisi multiparametrica di singole cellule o particelle in base alla capacità di 
queste di deviare la luce (light scattering) o la fluorescenza mentre passano 
rapidamente davanti ai laser singoli o multipli.
Il processo comporta la sospensione del campione contenente cellule o particelle in 
una soluzione. Il campione viene poi iniettato nel citometro a flusso e condotto in 
un canale che via via si restringe il quale porterà le cellule a formare una fila indiana. 
Ogni cellula così focalizzata passerà singolarmente attraverso il raggio laser, nel 
cosiddetto “interrogation point”, permettendo un’analisi individuale di ognuna di 
queste. Il raggio laser misura la dispersione della luce visibile e fluorescenza. La 
prima viene valutata in due direzioni: in avanti (Forward Scatter o FSC) per 
misurare la dimensione della cellula, e laterale a 90° (Side Scatter o SSC) per 
indicare la complessità o la granulosità sempre della stessa. La seconda, invece, è 
indipendente dalla diffusione della luce e viene utilizzata per misurare 
caratteristiche specifiche delle particelle. Ciò si ottiene etichettando le cellule con 
marcatori fluorescenti, come proteine fluorescenti (es. GFP), anticorpi legati a 
fluorocromi (CD3 FITC) o colorazioni con coloranti sempre fluorescenti (Ioduro di 
propidio, DNA). Nella citometria a flusso infine vi è l’analisi dei dati¸ dove 
solitamente viene utilizzato il diagramma a due parametri (dot plot).
Nell’articolo questa tecnologia viene utilizzata per confermare che il fenotipo delle 
MSC fosse normale e analizzare che il livello di espressione di CXCR4 e CAR dopo 
il trattamento con TSA fosse aumentato. 
Inoltre è stata utilizzata per valutare il rate di infezione adenovirale tramite l’utilizzo 
di CRAdEGFP, analizzando il livello di espressione della proteina fluorescente 
GFP.

2.3 Saggio di migrazione in vitro
Il saggio di migrazione in vitro è una tecnica utilizzata per lo studio del movimento 
o della migrazione delle cellule in un ambiente controllato. Nell’articolo analizzato 
in particolare di questo saggio è stata utilizzata la tipologia chiamata “transwell”, 
dove le cellule di cui si vuole valutare la migrazione sono posizionate in una camera 
superiore divisa da quella inferiore, dove è depositato un chemoattraente, da una 
membrana porosa, al fine di valutare un’eventuale risposta migratoria. Le cellule 
che sono passate attraverso la membrana porosa vengono poi colorate tramite il 
colorante fluorescente DAPI e microfotografate per osservarne i risultati. La tecnica 
è stata utilizzata per studiare l’aumento del potere migratorio delle MSC in 
presenza/assenza di TSA sia senza HT29 nella camera inferiore, che con.

2.4 Infezione con adenovirus oncolitico
Le MSC attivate da TSA in condizioni di ipossia sono state tripsinate e 
successivamente infettate con CRAdNTR (PS1217H6) con una molteplicità di 
infezione (MOI) di 100 vp/cell, dove per MOI si intende il rapporto tra il numero 
di particelle virali e il numero di cellule bersaglio presenti in uno spazio definito. 
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Le MSC che con successo hanno caricato il virus vengono poi indicate con 
MSCCRAdNTR.

2.5 Saggio di citotossicità combinato
Questo saggio è un test di laboratorio utilizzato per determinare il potenziale effetto 
di due o più sostanze, come ad esempio farmaci, nella mobilità o nella crescita delle 
cellule. È spesso infatti utilizzato nel campo della farmacologia e dello sviluppo di 
farmaci. Il saggio implica un’esposizione delle cellule tipicamente coltivate in una 
piastra Petri alla sostanza di interesse. Per la visualizzazione dei risultati esistono 
diverse tecniche: nell’articolo analizzato in particolare vengono osservati tramite 
l’utilizzo della colorazione cristalvioletto e del saggio MTT che permettono di 
fornire, grazie a due prospettive, un risultato più affidabile. Entrambe sono state 
utilizzate per valutare l’effetto citotossico di TSA sulle MSC e di CB1954 
combinato con le MSCCRAdNTR. Il primo si basa semplicemente sull’osservazione 
delle piastre Petri, mentre MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) è sempre un saggio colorimetrico, in quanto MTT 
viene metabolizzato dalle cellule formando un prodotto colorato insolubile detto 
“formazan”, il quale viene solubilizzato, dopo il passare di un tempo di incubazione 
designato, utilizzando il solvente DMSO. L’effetto della sostanza (CB1954) viene 
valutata tramite una misura dell’assorbanza (solitamente, e come nell’articolo, con 
O.D. 570).

2.6 Estrazione del DNA genomico
L’estrazione del DNA genomico è un processo fondamentale per ottenere DNA 
privato dai contaminanti al fine di utilizzarlo a valle in tecniche molecolari come la 
PCR o la RT-PCR. Il processo inizia collezionando i campioni biologici che 
contengono il DNA di interesse, in questo caso nell’articolo analizzato partendo da 
sezioni di tessuti e organi provenienti dal topo - in quanto è nel topo che viene 
effettuato uno xenotrapianto della linea cellulare HT29 e di MSCCRAdNTR seguendo 
le linee guida di Animal Care e Use Committee della China Medical University - 
inclusi tumori, cuore, reni, fegato, polmoni, poi tripsinizzati per staccare le cellule 
adese alla coltura prima della raccolta. Successivamente per procedere 
all’estrazione del DNA si è utilizzato un kit commerciale, in particolare l’EasyPure 
Genomic DNA mini kit. Le cellule sono state lisate al fine di rilasciare le 
macromolecole, tra cui appunto il DNA, tramite micropestelli. Al lisato è stata 
aggiunta la proteinasi K per eliminare le particelle di tessuto e RNase A per rompere 
l’RNA. Il DNA è stato poi concentrato utilizzando isopropanolo, ed etanolo per 
rimuovere le impurità che si andranno a depositare formando un pellet bianco. La 
fase acquosa, dove è presente il DNA, è stata poi trasferita e nuovamente 
concentrata tramite isopropanolo, proprio per rendere visibili i filamenti dell’acido 
nucleico. Dopo gli step di lavaggio ed eluizione la concentrazione di DNA è stata 
determinata tramite misurazione dei rapporti di densità ottica (OD) 260/280, che se 
inferiore di 1.8/2 indica una contaminazione da proteine, e 260/230 dove un valore 
minore di 2 indica contaminazione da carboidrati. 
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L’estrazione è stata effettuata per permettere di valutare, in secondo luogo con altre 
tecniche molecolari, l’efficienza di trasporto di CRAdNTR dalle MSC a livello del 
sito tumorale, analizzando l’espressione del gene adenovirale E1A.

2.7 Real-Time PCR
La Real-Time PCR, o PCR quantitativa, è una tecnica di biologia molecolare che 
simultaneamente amplifica e quantifica il DNA in maniera molto precisa, veloce e 
sensibile. Il campione di partenza è costituito da RNA il quale viene poi 
retrotrascritto a cDNA grazie all’enzima trascrittasi inversa e a primers (o specifici 
o random), per poi essere utilizzato come stampo per una reazione di 
amplificazione. Il punto di forza di questa tecnica è l’effettuare un monitoraggio in 
tempo reale, alla fine di ogni ciclo, della quantità di amplicone che si produce 
durante il procedere della reazione di PCR. Ciò si ottiene attraverso la misura della 
fluorescenza emessa da un fluoroforo, come ad esempio il SYBR GREEN, il quale 
è in grado di legarsi al solco minore della doppia elica ed emettere in maniera 
quantitativa, ovvero aumentare intensità all’aumentare del DNA, fluorescenza 
solamente quando vi è legato. L’utilizzo di queste sostanze fluorescenti presenta 
uno svantaggio, ovvero la possibile presenza di aspecifici che falsificherebbero con 
una sovrastima il risultato della reazione e che può essere risolto solamente 
riallestendo daccapo la RT-PCR. Gli aspecifici possono essere rilevati solamente 
tramite l’analisi del melting point, che determina la variazione di fluorescenza sulla 
variazione di temperatura, permettendo di visualizzare un picco esattamente al 
momento in cui avviene la denaturazione del prodotto di PCR. Se all’interno della 
reazione è presente un aspecifico, è estremamente probabile che la temperatura di 
melting sia diversa dallo specifico, e ciò sarà visualizzabile tramite la presenza di 
un doppio picco.
Un metodo più affidabile, ma più costoso, implica l’utilizzo di sonde (es. Taqman) 
a reporter fluorescenti (processo FRET). Si basa sull’utilizzo di un oligonucleotide 
(probe) marcato con un fluoroforo ad un’estremità (reporter), mentre nell’altra è 
presente un quencher il cui scopo è quello di assorbire la fluorescenza emessa dal 
primo fluoroforo impedendo che questa venga rilevata. Come in una normale PCR, 
la Taq polimerasi estende il primer forward precedentemente appaiato creando 
l’amplicone, ma diversamente da quanto accade normalmente, ad un certo punto 
incontrerà il probe che verrà degradato grazie all’attività esonucleasica 5’-3’, 
annullando la distanza fissata tra il fluoroforo e il quencher, permettendo 
l’emissione di fluorescenza, sempre quantitativa come nel SYBR GREEN, 
rilevabile dopo eccitazione tramite laser. Il vantaggio che si acquisisce sta nel fatto 
che se i primer si appaiassero ad una regione non specifica producendo un 
aspecifico, questo non verrà rilevato in quanto ad esso non si legherà il probe 
esattamente complementare invece al prodotto di amplificazione specifico atteso.
Quello che si stabilisce con la RT-PCR quindi è una correlazione tra il numero di 
cicli di amplificazione necessari affinché la fluorescenza diventi rilevabile, il 
cosiddetto threshold cycle (CT), e la quantità di templato iniziale presente 
inizialmente nel campione: tanto maggiore è, tanto prima verrà raggiunto il ciclo 
soglia.



13

Nell’articolo analizzato la trascrittasi inversa utilizzata è la Superscript III Reverse 
Transcriptase, enzima geneticamente ingegnerizzato a partire dalla MMLV RT al 
fine di ottenere una generale maggiore efficienza, come ad esempio migliore 
termostabilità. Come primer sono stati utilizzati oligo(dT) i quali permettono di 
retrotrascrivere solo l’mRNA in quanto si associano al poliA, e si è utilizzato il 
fluoroforo SYBR GREEN.
Si è utilizzata al fine di ottenere informazioni come ad esempio il livello di 
espressione di CXCR4 nelle MSC o quello di CAR sempre su MSC, entrambe a 
seguito di trattamento con TSA.

2.8 Immunoistochimica
Si tratta un metodo di indagine biochimica eseguita su tessuti al fine di valutare 
l’espressione di determinate molecole antigeniche mediante l’utilizzo di anticorpi 
primari specifici per l’antigene o direttamente legati ad una sostanza colorata che 
ne permette la visualizzazione, o coniugati con un anticorpo secondario che 
presenta un tracciante enzimatico che è in grado di far precipitare il substrato 
cromogeno e colorare la zona adiacente all’antigene.
Nell’articolo l’immunoistochimica è stata applicata a sezioni di tessuto tumorale 
xenotrapiantato nel topo al fine di individuare la presenza di Ad5, e quindi 
l’effettivo arrivo del virus al tessuto tumorale, e NTR per verificare che il substrato 
che attiva il profarmaco sia stato effettivamente prodotto.

2.9 UPLC/MS-QTOF (Ultra Performance Liquid Chromatography /Mass 
Spectrometry – Quadrupole Time-of-Flight)
È una tecnica analitica utilizzata per effettuare una valutazione sia qualitativa che 
quantitativa tramite sia un’analisi di spettrometria di massa che di cromatografia 
liquida di specifici componenti presenti all’interno di campioni; nel caso 
dell’articolo analizzato CB1954 e dei metaboliti citotossici in cui viene convertito 
dalla NTR.
La spettrometria di massa funziona attraverso un’inziale ionizzazione dovuta a fasci 
di elettroni ad energia nota delle molecole del campione e una successiva 
separazione tramite campi magnetici statici o oscillanti della miscela di ioni in 
funzione al loro rapporto massa/carica (m/z), per arrivare ad ottenere lo spettro di 
massa che, in funzione della struttura chimica di ogni composto, è specifico per 
ognuno di questi. Lo strumento utilizzato è lo spettrometro di massa, costituito da 
6 componenti fondamentali: sistema di introduzione del campione, sorgente dove 
le molecole vengono ionizzate, analizzatore dove gli ioni vengono separati in base 
al rapporto m/z, rilevatore, elaboratore e pompe da vuoto. Gli analizzatori utilizzati 
generalmente possono essere a settore, a trappola ionica o più frequentemente a 
quadrupolo. Nell’articolo analizzato lo spettrometro utilizzato è chiamato QTOF il 
quale consiste in due principali componenti: un quadrupolo e un time-of-flight 
(tradotto “tempo di volo”). Il primo permette il passaggio di ioni con uno specifico 
m/z di passare in una cella di collisione dove vengono frammentati in ioni più 
piccoli, mentre il secondo calcola il tempo necessario agli ioni per viaggiare ad una 
specifica distanza (retention time). La combinazione dei due permette una 
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misurazione ad alta risoluzione e confidenza del rapporto m/z. Inoltre lo strumento 
possiede una sorgente ESI (Electon Spray Ionization) che permette di analizzare 
molecole termolabili, polari e in un vasto intervallo di massa, ma in modo più 
importante di poter introdurre il campione in sorgente direttamente in fase liquida. 
Questo consente di utilizzare come sistema di introduzione del campione un sistema 
a cromatografia liquida, come appunto UPLC (Ultra Performance Liquid 
Chromatography) nell’articolo, in linea con lo spettrometro di massa. Quest’ultima 
è una tecnica che permette di separare, identificare e quantificare i componenti in 
un campione liquido in base alle loro proprietà chimiche che causano un’interazione 
all’interno della colonnina in cui sono immessi, con la fase stazionaria (solida) o 
mobile (liquida), con diverse composizioni e proprietà in base al tipo di esperimento 
che si vuole effettuare; più un componente interagisce fortemente con la fase 
stazionaria, maggiore, quindi più lento, sarà il suo tempo di eluizione, ed è grazie a 
queste caratteristiche che si genera una separazione dei componenti.

2.10 Farmacocinetica di CRAdNTR in sangue venoso
La farmacocinetica è lo studio di come il corpo interagisce per l’intera durata 
dell’esposizione alla somministrazione di sostanze, studiandone quantitativamente 
l’assorbimento, la distribuzione, il metabolismo e l’eliminazione. Nell’articolo, 
tramite somministrazione seriali di CRAdNTR diluito con anticorpi neutralizzanti 
(NAb) nel seno retro orbitale destro (una vena dietro l’occhio) di tre topi, si è voluto 
quantificare con RT-PCR il DNA del virus in sangue venoso tramite collezioni in 
tempi diversi di campioni di sangue dalla coda dei topi, al fine di valutare come la 
concentrazione del virus cambia nel tempo all’interno del circolo sanguigno 
fornendo informazioni sulla sua distribuzione ed eliminazione.

2.11 Analisi statistica
I risultati ottenuti dagli esperimenti riportati nell’articolo sono stati ottenuti 
statisticamente con il programma GraphPad Prism 5.0 e rappresentati con il valore 
medio affiancato alla deviazione standard. Per trovare una differenza significativa 
tra più di due gruppi è stata utilizzata l’analisi della varianza ANOVA, mentre per 
trovare quella tra due gruppi il t-test. I p-value<0.05 sono stati considerati 
statisticamente significativi.
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3. RISULTATI: Analisi critica dell’approccio sperimentale

3.1 Le MSC attivate da TSA presentano un fenotipo superficiale normale
Dati studi precedenti in cui si osservava come TSA (un inibitore delle deacetilasi 
istoniche HDACi) aumentasse l’espressione dei recettori per le chemochine come 
CXCR4 in cellule ematopoietiche (staminali o progenitrici) e di CAR in cellule di 
tumore alla vescica, i ricercatori dell’articolo in analisi hanno voluto investigare, 
non essendo mai stato fatto prima, gli effetti di TSA nelle MSC.
In primo luogo, essendo una sostanza che può indurre la morte cellulare, si è cercata 
la concentrazione massima di TSA utilizzabile perché non producesse i suoi effetti 
citotossici nelle MSC cresciute in condizione di ipossia. Ciò è stato effettuato 
trattando le MSC con una concentrazione di TSA di 50, 100 e 150 ng/ml per 24 ore 
e valutandone gli effetti sulla vitalità tramite un saggio di citotossicità combinato 
con l’utilizzo del colorante cristalvioletto (fig. 4A) e il saggio MTT (fig. 4B), 
trovando una differenza significativa (p < 0.05) tra MSC trattate con dosaggio 150 
ng/ml di TSA e MSC non trattate. 

In secondo luogo, decidendo di trattare per la sperimentazione le MSC con una 
concentrazione di 100 ng/ml di TSA per 24 ore, si è appurato come esse 
mantenessero un fenotipo da MSC normale, sia in morfologia (osservazione al 
microscopio), che in capacità proliferative (WST-1 assay), che in potenziale di 
differenziazione ad osteoblasti, adipociti e condrociti (osservato rispettivamente 
tramite colorazione al 14esimo giorno con Alizarin Red S, Oil Red O, e al 21esimo 
giorno con Alcian blue). 
Infine si è dimostrato tramite citometria a flusso (fig. 5) che nella superficie delle 
MSC trattate fossero esibiti ad alti livelli marker superficiali positivi delle MSC 
CD29, CD44 e CD105, non lo fossero i marker negativi (associati tipicamente ad 
altre cellule) CD31, CD34 e CD45, e non fossero presenti marker associati alla 
senescenza cellulare (indicativo di come le MSC trattate mantenessero uno stato 
funzionale).

Figura 4: Identificazione della concentrazione ottimale di TSA. Vitalità determinata tramite (A) 
colorazione cristalvioletto e (B) saggio MTT. L’asterisco indica una differenza significativa (P<0.05) 
vs MSC non trattate con TSA.
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3.2 TSA aumenta l’espressione di CXCR4 e il tropismo tumorale delle MSC
Al fine di poter utilizzare le MSC come carrier per virus oncolitici, risulta 
innanzitutto cruciale aumentarne il loro tropismo. Come detto precedentemente, 
volendo studiare gli effetti di TSA sulle MSC, si è cercato di capire se aumentasse 
anche l’espressione in queste di CXCR4, il quale, essendo responsabile del 
tropismo tumorale delle MSC, permetterebbe di raggiungere l’obiettivo sopracitato.
Due analisi sono state effettuate a tal fine: la RT-PCR (fig. 6A) sull’mRNA di 
CXCR4, ed una citometria a flusso (fig. 6B) per la proteina stessa CXCR4 sulla 
superficie delle MSC. Entrambe portano a risultati positivi: CXCR4 aumenta la sua 
espressione.

Inoltre, tramite un saggio “transwell” di migrazione in vitro, si è potuto constatare 
come le MSC trattate con TSA, in presenza di cellule HT29, aumentino le loro 
capacità migratorie, e quindi il loro tropismo tumorale. In fig. 7C si vede, grazie 
alla microfotografia (delle cellule colorate con DAPI), un aumento considerevole 
delle MSC che sono riuscite a passare dalla parte opposta del filtro, dove sono 
presenti le cellule della linea HT29, quando trattate con TSA.

Figura 5: Caratterizzazione tramite citometria a flusso delle MSC dopo il trattamento con TSA.

Figura 6: Analisi dell’espressione di CXCR4 su MSC trattate o no con 100 ng/ml di TSA per 24h. 
Usate (A) RT-PCR (B) citometria a flusso. L’asterisco indica una differenza significativa per P<0.05 
vs MSC non trattate con TSA (determinata con One-Way ANOVA).
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3.4 MSCCRAdNTR combinate con CB1954 inducono citotossicità nelle cellule di 
cancro colorettale in presenza di NAb in vitro
Il problema principale dei OV infusi per via sistemica, come affermato al paragrafo 
1.2, riguarda la loro neutralizzazione da parte degli anticorpi del paziente, essendo 
essi riconosciuti come non self. Per ottenere risultati quanto più attinenti a ciò che 
accade nella pratica, i ricercatori perciò hanno condotto i successivi esperimenti - 
sia in vitro che in vivo - in presenza di anticorpi neutralizzanti (NAb), coinvolgendo 
sia l’attivazione del profarmaco CB1954, che MSCCRAdNTR, su tre linee cellulari di 
cancro colorettale deficienti funzionalmente per p53 HT29, SW40 e SW620.
Innanzitutto si è osservato come CRAdNTR da solo, quindi non trasportato dalle 
MSC, non sia in grado di compiere efficacemente la sua azione citotossica sulle 
HT29, dimostrando di venir bloccato massicciamente dagli NAb. Ciò è stato 
eseguito sia trattando con CB1954 che non, indicando comunque un’azione non 
citotossica di CRAdNTR stesso, e quindi un’ulteriore conferma della sua 
neutralizzazione.
Diversamente, quando aggiunte alla coltura di cellule HT29, le MSCCRAdNTR, solo 
in presenza però del profarmaco, rivelano un elevato potere citotossico. Ciò 
suggerisce innanzitutto che le MSC hanno protetto con successo l’adenovirus dalla 
neutralizzazione anticorpale, permettendo così il loro raggiungimento alle cellule 
di cancro colorettale, e in secondo luogo che la combinazione con il profarmaco 
potenzi in maniera sostanziale la citotossicità di CRAdNTR.
Per completezza lo studio è stato effettuato anche solamente con MSC attivate da 
TSA, che però non segnalano alcun effetto citotossico.
Queste valutazioni sono state effettuate tramite un saggio di citotossicità combinato: 
un saggio MTT (fig. 10B) dove è possibile osservare un’importante diminuzione 
del della vitalità cellulare della linea HT29 trattate con MSCCRAdNTR combinato al 
profarmaco CB1954, e la colorazione cristalvioletto (fig. 10C) dove è presente lo 
stesso risultato ma si osserva grazie alla grande diminuzione della macchia colorata 
sulla piastra. Lo stesso esperimento è stato condotto sulle cellule della linea SW480 
e SW620 portando agli stessi risultati.

Inoltre per dimostrare ulteriormente come CRAdNTR fosse presente nelle cellule 
tumorali della linea HT29 solo quando trasportato dalle MSC (MSCCRAdNTR), è stata 
eseguita una RT-PCR per il gene adenovirale E1A (un gene espresso durante la 
replicazione adenovirale) sui tessuti trattati sia con solo CRAdNTR, che con solo 
MSC, che con MSCCRAdNTR, confermando solo in queste ultime la presenza del 
gene.

Figura 10: La combinazione 
di MSCCRAdNTR con CB1954 
induce citotossicità su cellule 
di cancro colorettale in pre
senza di NAb in vitro. 
Saggio MTT (B) e colorazione 
cristalvioletto (C).
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3.5 MSCCRAdNTR combinate con CB1954 riducono la crescita del cancro colo
rettale in presenza di NAb in vivo
Se nel paragrafo precedente si faceva riferimento al potenziale citotossico di 
CRAdNTR trasportato dalle MSC combinato con il profarmaco CB1954 in pre
senza di NAb in vitro, in questo paragrafo invece ne si analizzano gli effetti in vivo. 
Lo studio è così organizzato: sono stati effettuati tre esperimenti indipendenti (come 
fatto per l’esperimento al paragrafo 3.4) iniettando per via endovenosa, insieme ai 
NAb, su topi immunodeficienti portatori di cancro colorettale (HT29), CRAdNTR 
da solo, primed MSC da sole, e MSCCRAdNTR, ai quali poi per via intraperitoneale è 
stata somministrata ogni settimana (per un totale di due cicli) per cinque giorni 
consecutivi, una dose di 25 mg/kg di CB1954, ritardando il terzo ciclo di 20 giorni 
dal secondo. Innanzitutto si è notato come la crescita tumorale, osservando le 
asportazioni chirurgiche, diminuisca solamente nei topi trattati con MSCCRAdNTR (si 
veda grafico in fig. 11B), e come, allo stesso modo, tramite analisi e osservazione 
di vetrini istologici colorati con ematossilina ed eosina (fig. 11F), l’area nectrotica 
aumenti significativamente solo nei topi trattati con MSCCRAdNTR. Inoltre, sempre 
solamente nel gruppo MSCCRAdNTR, il tumore continua la sua decrescita fino a circa 
il cinquantesimo giorno. CRAdNTR quindi possiede un’attività di replicazione 
robusta, che risulta in un effetto citolitico, di conseguenza terapeutico, prolungato.

Così come è stato effettuato in vitro, gli studiosi hanno voluto anche verificare la 
presenza del gene E1A nelle sezioni tumorali, quindi l’effettivo arrivo del virus al 
sito tumorale, tramite estrazione del DNA genomico e poi RT-PCR, mostrandone 
positività solamente in quelli con MSCCRAdNTR. 
Inoltre campioni di sangue provenienti dalla coda dei topi infusi con 2*108 
particelle virali di CRAdNTR sono stati raccolti a 10, 30, 90, 180 e 360 minuti post 
infusione per studi di farmacocinetica, portando come risultato ad una rilevazione, 
con RT-PCR, del genoma virale nel plasma solo fino a 6 ore post infusione.
Infine tramite immunoistochimica (fig. 12) si è osservato solo i tumori trattati con 
MSCCRAdNTR, una positività per NTR e Ad5 (proteina del capside dell’adenovirus).

Figura 11: Riduzione crescita cancro colorettale. Grafico (B) che segue andamento volume tumore 
a seguito di trattamento. I tre asterischi indicano una differenza significativa (p<0.01) rispetto agli altri 
gruppi (determinata con One-Way ANOVA). Colorazione con ematossilina & eosina (F) per analisi 
istologica. Scala in (F) 100 𝑑𝜇𝑚.
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4. DISCUSSIONE

Concludendo, le MSC, grazie ad alcune loro proprietà quali un tropismo tumorale, 
la capacità di internalizzare un virus, di essere vitali per un tempo sufficiente al 
trasporto virale verso il sito target, e la loro attività immunosoppressiva, stanno ri
cevendo attenzioni per il loro utilizzo come potenziale carrier di OV soprattutto 
perché ne permetterebbe un delivery sistemico e quindi la possibilità di agire contro 
tumori che non possono essere direttamente raggiunti, così come le metastasi.
Rifacendosi a nuove strategie in corso di studio dove si modifica in maniera epige
netica con HDACi (come TSA) al fine di indurre specifiche caratteristiche in cel
lule, tra cui anche staminali, per applicazioni cliniche, nell’articolo in analisi, rias
sumendo, le MSC sono state trattate per 24 ore con TSA, dimostrando come non 
aumentasse solamente sulla loro superficie l’espressione dei recettori per CXCR4, 
quindi il tropismo tumorale, ma anche l’espressione dei recettori CAR, per cui la 
suscettibilità all’infezione da CRAdNTR, il tutto mantenendo inalterato il loro fe
notipo e vitalità cellulare. Tuttavia, a causa del fatto che gli animali devono essere 
sacrificati per l’analisi dei tessuti, in questo studio, per minimizzarne il numero, non 
sono stati condotti esperimenti animali per verificare l’aumento del tropismo tumo
rale delle MSC anche in vivo, ma solamente tramite saggi in vitro, ponendo così un 
limite all’indagine. Questo però potrebbe essere superato utilizzando tecniche di in 
vivo live imaging, che permetterebbero di visualizzare e tracciare le cellule durante 
la migrazione in vivo, senza dover effettuare sacrifici, anche se purtroppo con una 
risoluzione più bassa e non sempre riuscendo a penetrare in tessuti più profondi.
Inoltre, rifacendosi a studi in cui i OV grazie alla loro replicazione selettiva stanno 
venendo studiati anche come vettori di geni con attività terapeutica, i ricercatori di 
questo articolo hanno sfruttato la NTR, codificata dal virus oncolitico CRAdNTR, 
per convertire il profarmaco CB1954 nei suoi metaboliti citotossici, ottenendo come 
promettente risultato un’aumentata lisi tumorale e riduzione della crescita del 
cancro colorettale, contemporaneamente mantenendo minimi gli effetti collaterali 
sugli altri organi vitali. Sfortunatamente però i 4 metaboliti citotossici, di cui 
soltanto 4-idrossilammina e 2-ammina possiedono l’attività più forte, sono isomeri 
(tra le due ammine e le due idrossilammine) con la stessa formula chimica e peso 
ma con gruppi funzionali e struttura diversi, che rende difficile, anzi impossibile, 
distinguerli con la tecnica di UPLC/MS-QTOF. Per far fronte a ciò dovrebbe essere 
impiegata la tecnica della spettroscopia di risonanza magnetica nucleare, la quale 
però è molto costosa e difficilmente presente nei laboratori.
Gli sviluppi degli approcci che coinvolgono i OV sono da considerarsi ancora in 
una relativa fase iniziale, per cui il delivery intratumorale in situ degli stessi è 
ancora la pratica standard nella ricerca clinica e numerosi sono gli aspetti ancora 
sconosciuti. Comunque il lavoro dell’articolo in esame presenta un approccio 
innovativo e interessante di grande sinergia tra le MSC caricate con OV, con la 
terapia GDEPT per futuri trattamenti contro metastasi tumorali, uno dei problemi 
più grandi a cui far fronte nella ricerca contro il cancro. 
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